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RESUMO

Com a rapida disseminagao da resisténcia bacteriana, as infecgdes bacterianas,
especialmente as infecgdes bacterianas resistentes a antibidticos, tornam-se um dos
principais problemas para a saude humana. Desta forma, a atividade antimicrobiana
em relagdo a metais e 6xidos metalicos tem sido cada vez mais explorada nos ultimos
anos, onde os 6xidos metalicos podem induzir simultaneamente a destruicao celular
pelas paredes celulares e alvos intracelulares por meio de interagdes fisicas, liberacao
de ions e geracado de espécies reativas de oxigénio, que torna mais dificil para as
bactérias desenvolverem resisténcia. Considerando isso, este estudo se propde a
correlacionar a influéncia da quantidade de zinco e da temperatura de calcinacado na
atividade antimicrobiana. Na sintese da resina precursora metalica foi utilizada uma
razao molar de etilenoglicol/acido citrico/metal (8/2/1 mol), com diferentes quantidades
de zinco (2,5, 5,0 e 10,0 %). Para obter o 6xido metalico, a resina resultante foi
calcinada a 300 e 400 °C por 120 minutos. A atividade antimicrobiana foi testada
primeiramente em um teste de triagem, onde as cepas 090 e 051 da E. coli foram
testadas e a com melhor resultado de inibicdo (051) passou para a etapa de
concentragdo minima inibitoria, apresentando atividade bactericida e bacteriostatica,
onde a concentragao minima inibitoria apresentada foi de 6g/L para Zn 2,5% 8g/L para
Cu 100% ambos a 300°C ja para 400°C o resultado foi de 2g/L para o Zn 10% e 6g/L
para o Cu 100% observando-se a influéncia da temperatura de calcinagcao e dopagem
de zinco nos resultados.

Palavras-chave: bacteriostatico; bactericida; dopagem; método de Pechini.



ABSTRACT

With the rapid spread of bacterial resistance, bacterial infections, especially antibiotic-
resistant infections, become a major problem for human bacterial health. Thus, the
antimicrobial activity towards metals and metal oxides has been increasingly explored
in recent years, where metal oxides can simultaneously induce cell destruction by cell
walls and intracellular targets through physical interactions, ion release and generation
of reactive oxygen species, which makes it harder for bacteria to develop resistance.
Considering this, this study proposes to correlate the influence of the amount of zinc
and the calcination temperature on the antimicrobial activity. In the synthesis of the
metallic precursor resin, a molar ratio of ethylene glycol/citric acid/metal (8/2/1 mol)
was used, with different amounts of zinc (2.5, 5.0 and 10.0%). To obtain the metallic
oxide, the resulting resin was calcined at 300 and 400 °C for 120 minutes. The
antimicrobial activity was first tested in a trial test, where strains 090 and 051 of E. coli
were tested and the one with the best inhibition result (051) passed to the minimum
inhibitory concentration stage, showing bactericidal and bacteriostatic activity, where
the minimum inhibitory concentration presented was 6g/L for Zn 2.5% 8g/L for Cu
100% both at 300°C and for 400°C the result was 2g/L for Zn 10% and 6g/L for Cu
100% observing the influence of calcination temperature and zinc doping on the
results.

Keywords: bacteriostatic; bactericide; doping; Pechini method
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1 INTRODUGAO

A resisténcia das bactérias aumentou com a popularizacédo dos antibiéticos, e
com isso sua eficacia diminuiu de certa forma. Além disso, o surgimento das
superbactérias resistentes aos antibidticos se tornou um problema preocupante para
a saude publica, onde em 2017, vinte e trés mil mortes aconteceram em decorréncia
das bactérias resistentes (CIEVS, 2017). Segundo um relatério comissionado pelo
governo britanico a resisténcia bacteriana pode levar a obito em torno de dez milhdes
de pessoas até 2050 (O’NEILL, 2016). Vendo o quanto essa problematica afeta a
saude publica, é fundamental propor uma alternativa com maior efetividade, surgindo
a hipotese da utilizacdo dos compostos metalicos. Diferente dos antibidticos que
atacam as bactérias através de um unico aparato de defesa, os compostos metalicos
podem induzir a morte celular a partir de varios mecanismos, e isso aumenta a eficacia
a resisténcia bacteriana (Ml et al, 2018), sendo o uso de compostos metalicos entéao

uma alternativa que pode trazer ganhos a essa area.

Apesar de haver varios estudos com os compostos metalicos agindo como
bactericidas quanto a seu uso como medicamento, esses estudos foram todos in vitro,
nunca tendo sido realizados em seres humanos, entdo voltando ao problema que seria
essa resisténcia bacteriana e como afeta a saude publica, nota-se que as lacunas
deste estudo seriam criar um material eficaz que nao fosse téxico quando em contatos
com humanos. Com vastos campos de aplicacdo para os compostos metalicos, com
a ascensao da nanotecnologia, tem-se alternativas de como aplicar os compostos em
um produto que ajude igualmente a questdo da saude publica, principalmente nas

infeccdes hospitalares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a atividade antimicrobiana do éxido de cobre dopado com zinco.

2.2 Objetivos especificos

o Realizar a sintese do 6xido de cobre dopado com zinco pelo método de
Pechini;
o Caracterizar os 6xidos por difragdo de raios X e microscopia eletrénica

de varredura;

o Estudar a influéncia dos parametros de sintese, tais como, temperatura

e teor de zinco nas propriedades fisicas dos 6xidos;

o Avaliar o efeito antimicrobiano dos 6xidos obtidos frente a linhagens de

Escherichia coli.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Antibiéticos

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos que podem ser produzidos
por microrganismos, onde esses compostos s&o capazes de destruir ou inibir outras
espécies microbianas. Desde os tempos antigos os povos egipcios ja utilizavam paes
mofados em feridas como medida de combater infec¢des, entretanto, o primeiro
antibiético descoberto na histéria foi a penicilina. (ALDRIGE, 1999) (GUIMARAES et
al., 2010)

Lewis (2020) fala sobre a era de ouro dos antibidticos que durou
aproximadamente vinte anos (1940 a 1960), onde nessa era as classes principais de
antibiéticos foram descobertas. Na figura 1 pode ser observado uma linha do tempo
da descoberta desses antibidticos. Apos essa era, constatou-se um movimento natural
do aumento na resisténcia microbiana, mas que poderia ter sido minimizado pelo

estudo dos mecanismos da acéo dos antibidticos.

Figura 1. Linha do tempo que demonstra as principais classes de antibiéticos
descoberta durante os anos.

Ano de introdugio

Tetraciclina
Macrolideos
Cloranfenicol
Aminoglicosideos Glicopeptidico Lipopeptideos

B-lactamicos Ansamicinas *Oxazolidinona

*Sulfonamida *Quinolonas | Estreptograminas l I Pleuromuti\ina‘
1 1

IUU

| | 1920 | 1930 | 1940 | 1950 | 1960 | 1970 | 1980 | 1990 | 2000 | 2010 | 2020 \ |

*Sulfonamida *Quinolonas
Aminoglicosideos Ansamicinas

Cloranfenicol
Tetraciclina 1 Gram positiva

Gram positiva e.
@ 1 Gram negativa

Pleuromutilina * Composto sintético
Glicopeptidico

*Oxazolidinona

Ano da descoberta

Fonte: Adaptado de LEWIS, 2020



17

Os antibidticos sao classificados com base no seu mecanismo de agao, onde
temos: inibicdo da sintese da parede celular ou membrana celular (penicilina,
cefalosporina, monobactamicos, polimixinas), inibicdo da sintese de acidos nucleicos
como RNA e DNA (quinolonas, rifampicinina, trimetoprima) e inibicdo da sintese
proteica das subunidades 30S e 50S (macrdlidos, tetraciclinas, linezolida) (KAPOOR,;
SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).

E é importante ressaltar que grande parte dos antibi6ticos tem a sua agao
centrada em apenas um tipo de mecanismo de cada vez (KOHANSKI; DWYER,;
COLLINS, 2010).

3.1.1 Resisténcia a Antibidticos

Em decorréncia da redugao na identificagdo de novas classes de antibidticos
nos ultimos 50 anos e com a popularizagdo do uso de antibidticos que levou ao
acumulo de patdégenos durante os anos, surgiu a crise de resisténcia antimicrobiana
em inglés conhecida como Antimicrobial resistance crisis (AMR). A organizagao
mundial da saude introduziu uma lista de patégenos criticos resistente a farmacos, as
Enterobacteriaceae  (Escherichia. coli,  Salmonella  typhimurium,  Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter), as Pseudomonas aeruginosa e a Acinetobacter
baumannii sdo consideradas um problema para a saude mundial por se tratarem de
bactérias que causam graves infecgcbes que podem ser letais como a pneumonia e
infeccdes que atingem a corrente sanguinea. Além disso, todos os patdgenos criticos
s&o bactérias Gram-negativas. (LEWIS, 2020)

A resisténcia aos antibidticos pode acontecer de diversas formas como
modificagcdo no alvo, mudanca de um alvo para outro, efluxo que pode expelir o
antibiotico da célula, penetracao restrita e até a destruicdo do antibidtico. Pensando
no aspecto molecular, a resisténcia pode ser atribuida a mutagées cromossdmicas,
mas também associada com elementos extra cromossémicos do ambiente adquiridos
pela bactéria como segmentos de DNA movel, plasmideos e transposons. A presenga
das B-lactamases sdo um tipo de determinantes para a resisténcia, uma vez que
resistem a antibidticos que contém a B-lactam. No Quadro 1 pode-se observar uma
tabela com caracteristicas de organismos multirresistentes a farmacos (ALEKSUN;
LEVI, 2007)
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Quadro 1. Caracteristicas gerais dos organismos multirresistentes a farmacos, demonstrando
0 organismo, as infec¢ées comuns, as resisténcias a antibiéticos e os farmacos considerados

para tratamento.

extensos espectros
B-lactamases

gastrointestinal,
pulméo, sangue

B-lactam, fluoroquinolonas,
aminoglicosideos

Drogas
Organismo Ii2Es2Es Resisténcia a antibiéticos chave HRIEEEE S R
comuns tratamento dos
MDR*
Pulmao, B-lactam, fluoroquinolonas,
P. aeruginosa ferimentos aminoglicosideos Colistin
Pulméo,
ferimentos, B-lactam, fluoroquinolonas,
Acinetobacter spp 0SS0s, sangue aminoglicosideos Colistin, tigeciclina
E. colie K.
pneumoniae Urinaria, biliar,
carregando trato Colistin (para K.

pneumoniae),
tigeciclina

Quinupristina-

Enterococci dalfopristina,
resistente a Sangue, coragao, linezolida,
vancomicina intra-abdominal Vancomicina daptomicina

Quinupristina-
dalfopristina,

linezolida,
Pele e tecidos, daptomicina,

S. aureus resistente | trato respiratorio, tigeciclina,
a meticilina sangue B-lactam, fluoroquinolonas, macrolideos vancomicina

S. pneumoniae
resistente a
multiplas drogas

Ouvido, pulmao,
sangue, fluido
cerebroespinhal

B-lactam, macrolideos, tetraciclinas,
cotrimoxazol
Rifampina, isoniazida, e os trés dos
seguintes: aminoglicosideos,
polipeptideos, fluoroquinolonas,
extensivamente tioamidas, cicloserina, ou acido para- linha, combinagdes
resistente a drogas Pulméao aminosaliciclico de drogas
*Agentes que foram aprovados para uso pela Food and Drug Admnistration ( FDA), tem mostrado utilidade
no tratamento de infecgdes,
ou exibiram atividade promissora in vitro e aguarda a determinacéo de eficacia clinica
Fonte: adaptada de Aleksun; Levi, (2020)

Fluoroquinolonas,
tigeciclina

M. tuberculosis Agentes de terceira

A maioria dos antibiéticos tem a sua agado centrada em apenas um tipo de
mecanismo para atacar as bactérias, sendo que cada antibiético tem um foco em unico
local de acao, por exemplo: inibicdo da sintese na parede celular, agdo na membrana
celular, acdo no nivel ribossémico da sintese proteica e inibicdo da sintese do
acido nucleico, o que resulta na morte celular. (KOHANSKI; DWYER; COLLINS,
2010) (SANTOS et al., 2018)

Quando pensamos na saude publica vemos que a resisténcia aos antibidticos
€ um grande problema, principalmente quando entramos na problematica das
infecgdes hospitalares, atualmente conhecidas como Infecgbes Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS) (NASCIMENTO; ANDRADE, 2018), relacionando-as com
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0s microrganismos multirresistentes a drogas vemos que elas abrangem 65% das
infeccbes hospitalares, sendo ndo sé um perigo para pacientes, ja que aumentam a
mortalidade, mas também sendo um problema para a saude ja que pode acarretar em
custos extras (NEUBESIER et al., 2020).

Com um mecanismo de acgéo limitado e uma grande variedade de resisténcias
bacterianas aos antibiéticos, uma alternativa eficaz é de fundamental importéncia no

controle das infecgdes.

3.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia é um tema atual que vem trazendo inovagdes para areas
como agricultura, processamento de alimentos, técnicas medicinais e até de
compostos para tecidos. Onde basicamente considera-se a sintese e caracterizagao
de compostos que estejam dentro da regido do nandédmetro quando falamos de
tamanho de particula (1—100 nm) (SIRELKHATIM et al., 2015). Ela opera no primeiro
nivel de organizacdo dos atomos e tem a habilidade promissora de construir
componentes de tamanho molecular, ela é compreendida como a habilidade de

controlar e entender num nivel de atomos individuais e moléculas (YADAV, 2013).

Nas ultimas duas décadas foi possivel o desenvolvimento de varios materiais
e produtos provindos da nanotecnologia, assim como também entender o campo com
mais clareza. Esses produtos abrangem diversas areas como farmacéutica,
cosmética, embalagens, constru¢des entre outros. Como exemplos de produtos ja
elaborados tem um protetor solar com nanoparticulas de 6xido de zinco para evitar
queimaduras, também tem os nano filmes com as mais variadas aplicacoes, desde
um filme repelente a agua e antineblina, como também com atividade bactericida
(YADAYV, 2013).

Nanoparticulas (NPs) de 6xido de cobre tem sido usadas em hospitais como
agentes antimicrobianos devido a sua habilidade de destruicdo de até 99,9% de
bactérias Gram-positivas e negativas onde elas também podem ser utilizadas em
lengdis para leitos hospitalares, e o uso das NPs nesse ambiente tem diminuido a
ocorréncia de infecgdes hospitalares (HALBUS; HOROZOV; PAUNQV, 2019). Devido

a sua alta reatividade e grande area superficial as NPs também tem se mostrado
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promissoras no tratamento e purificagdo de agua agindo como agente bactericida.
(HARIKUMAR; ARAVIND, 2016).

3.3 Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metalicas tem atraido muita atengao da area cientifica nos
ultimos anos, sendo um campo de interesse devido ao seu potencial tecnolégico,
podendo ser utilizadas em areas como a biomedicina e as engenharias. Uma
caracteristica importante das NPs metalicas € a capacidade que o material possui de
ser sintetizado e conjugado com, por exemplo, alguns farmacos e até anticorpos,
demonstrando um grande potencial de aplicagbes na area da biotecnologia (MODY et
al., 2010).

Para serem consideradas NPs, o seu tamanho deve estar na escala entre 1 e
100 nm. As particulas com essa dimens&o podem ter uma interagdo com biomoléculas
nas superficies das células e dentro das células, resultando em propriedades

bioquimicas e quimicas interessantes (MODY et al., 2010).

Alguns exemplos de nanoparticulas metalicas sao os 6xidos metalicos, como
por exemplo o 6xido de prata (AgO), éxido de ouro (Au203), didxido de titanio (TiO2),
oxido de zinco (Zn0O), 6xido de magnésio (MgO) e o éxido de cobre (CuO) (Ml et al.,
2018). Estes compostos podem ter varias areas de aplicagdes como inibicdo do
crescimento de células cancerigenas (YUAN et al., 2016) e reducéo da formagao de

biofilme e de infec¢bes bacterianas (Ml et al., 2018).

3.3.1 Atividade Bactericida das Nanoparticulas Metalicas

Desde os tempos antigos, aproximadamente 4.000 anos a.C. (antes de
Cristo), compostos metalicos como a prata vem sendo utilizados para tratamento e
prevencao de infecgdes, no entanto, suas aplicagdes medicinais foram documentadas
somente a partir dos séculos 17 e 18. Encontra-se também aplicagdes da prata na
descontaminacao de reservatodrios utilizados pelos egipcios (POLITANO et al. 2013).
MI et al. (2018) mostraram que um dos motivos para essa grande agao bactericida é

sua grande area superficial que contribui na alteracéo de atividade bioldgica.
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Quando a morte celular é considerada, a maneira como as nanoparticulas
agem é diferente dos antibidticos, comegando pelo fato de que as NPs podem induzir
a morte celular através de multiplos mecanismos simultaneos, e ainda podem atingir
simultaneamente os alvos na parede celular e alvos intracelulares a partir de
interagdes fisicas, liberacdo de ions e a geracao de espécies de oxigénio reativo
(ROS). Sendo assim, frente a essa variedade no mecanismo de agao bactericida, as
bactérias encontram uma grande dificuldade para gerar resisténcia as NPs (Ml et al.,
2018). O Quadro 2 apresenta as caracteristicas destes mecanismos e a relagdo com

cada oxido.

Quadro 2. Quadro demonstrando os 6xidos e seus respectivos mecanismos de agao e as
bactérias que sdo afetadas por eles.

i Fatores que afetam a
Oxidos Mecanismo de Agao atividade Bactérias
antimicrobiana
Liberacédo de Ag-+ ;
Fotocatalitica Tamanho de particula Pseudomonas
Ag Formato .
Ruptura da . aeruginosa
Concentragao
membrana celular
- Tamanho de particula
Fotocatalitica ~
. Concentragao Staphylococcus
TiO2 Ruptura da P
Cristalinidade aureus
membrana celular . o
Funcionalizacdo
Fotocatalitica Tamanho de particula
Inibicdo da sintese do | Formato
Auz20s3 RNA Concentragao Escherichia coli
Ruptura da Rugosidade
membrana celular Funcionalizagao
Tamanho de particula
Fe20s Fotocatalitica Magnetismo Escherichia coli
Funcionalizagao
F.otocatghnca’ Tamanho de particula Staphylococcus
ZnO Liberacao de ions Concentracio aureus
Zn2* ¢ Bacillus subtilis

Fonte: adaptada de Mi et al, (2018)

Alguns fatores sdo importantes no desempenho das nanoparticulas metalicas
na acao antimicrobiana, como por exemplo, tamanho de particula, formato,
rugosidade e cristalinidade. Neste sentido, uma vez que esses fatores podem ser
ajustados através do método de sintese, a escolha dele se torna essencial nas
propriedades das nanoparticulas metalicas. Dentre os varios métodos de sintese de
nanoparticulas metalicas, destacam-se os métodos de Pechini: formagao de quelatos
entre cations metalicos com um acido hidro carboxilico (SOUZA et al., 2021), Sol-gel:
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consiste na conversao de uma solugdo precursora em um solido inorganico onde
ocorrem as reagoes de hidrélise e condensacgao do precursor para a formagao do sol
(particulas coloidais) e gel (rede tridimensional). (BRITO ANTON; ALMEIDA BRAGA,
2015) (ANTECKA et al. 2018), Sonoquimico: método que permite preparar materiais
nanoestruturados a partir da radiagao do ultrassom (GUO et al., 2011), Eletrofiagao:
uma elevada tensao elétrica é aplicada a ponta ou agulha em uma seringa contendo
uma solugao polimérica (COSTA et al., 2009) e Hidrotermal: método que converte
energias vibracionais e rotacionais em energia térmica a partir da alta radiagao
(KLAPISZEWSKI et al., 2019).

3.4 Oxido de cobre

O 6xido de cobre (CuO) é um composto semicondutor do tipo p (bandgap
indireto de 1,2 eV e bandgap direto de 3,2 — 3,3 eV), € quimicamente estavel,
abundante e barato, por isso, CuO tem atraido uma atencdo especial dos
pesquisadores porque € o composto mais simples da familia de compostos de cobre,
e por exibir uma variedade de propriedades fisicas, tais como, supercondutividade em
altas temperaturas, efeitos de correlagado eletrbnica e dindmica de spin, pode ser
empregado nas areas de sensores e catalise. A sintese do CuO é relativamente
simples e de baixo custo, € um composto facilmente misturado com liquidos polares
e polimeros, e relativamente estavel em termos de propriedades quimicas e fisicas
(ALLAKER, 2012) (MERSIAN et al .2018). Na Figura 2 estdo apresentadas as

estruturas cristalinas do CuO e do Cu20.
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Figura 2. Estruturas cristalinas do: (a) Cu20 e (b) CuO. As células unitarias estdo mostradas
nas linhas pontilhadas.

(b)

Fonte: Rajeshwar et al, 2018.

Em geral, nanoparticulados metalicos sdo altamente ibnicos, o que leva os
oxidos metalicos a apresentarem atividade antimicrobiana. Dentro deste contexto, o
CuO se destaca, pois pode ser preparado com distintas morfologias e altas areas
superficiais (MERSIAN et al., 2018). Kubiak et al. (2019) sintetizaram um 6xido binario
composto por TiO2 e CuO. O método permitiu obter estruturas cristalinas dos dois
compostos, ou seja, estruturas com orientagcdo anatasia para o TiO2 e monoclinica
para o CuO. Além disso, também foi obtido TiO2 na forma de esferas e CuO na forma
de nanofolhas. O sistema binario apresentou uma boa atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa o que significa
que houve uma boa inibicdo no crescimento bacteriano (JIA et al., 2019). Na mesma
linha, Nishino et al. testaram a atividade antimicrobiana de nanoflores de CuO,
sintetizado por um método verde, contra as bactérias Gram-positiva (Staphylococcus
aureus) e Gram-negativa (Escherichia coli K12). Os autores relataram uma alta
atividade antimicrobiana das nanoflores de CuO que dependem da capacidade de

producao de ROS das distintas amostras estudadas.

3.5 Oxido de zinco

O o6xido de zinco (ZnO) é um material inorganico funcional, estratégico,
promissor e versatil com uma variada possibilidade de aplicagdo (WANG; ZHAO
2006). E conhecido como semicondutor II-VI, uma vez que zinco e oxigénio estéo nas
familias 2A e 6A, respectivamente, da tabela periddica (NEUMARK; GONG;
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KUSKOVSKY, 2006). ZnO apresenta propriedades das mais variadas, como por
exemplo, opticas, de sensores, semicondutoras, condutividade elétrica e piezoelétrica
(KHAN, 2006). Apresenta um bandgap de 3,3 eV no espectro do UV préximo, uma
alta energia de ligacao excitonica (60 meV) em temperatura ambiente (ZHANG et al,
2012) (SCHMIDT-MENDE; MACMANUS-DRISCOLL, 2007), e uma condutividade
elétrica natural do tipo n (CHAMPI; MARQUES, 2006). O relativo alto valor do bandgap
do ZnO tem efeito significante nas suas propriedades, como a condutividade elétrica
e absorcéo Optica. A sua emissdo excitdnica pode ser mantida alta a temperatura
ambiente e a sua condutividade pode ser aumentada pela dopagem com outros
metais (JANOTTI; VAN DE WALLE, 2009).

Nanoparticulas de ZnO podem apresentar as mais variadas morfologias e
fases cristalograficas (Figura 3), 0 que se torna muito interessante na sua aplicagéo
como material antimicrobiano, e € por isso que ele vem sendo amplamente estudado
nos ultimos anos. Ele apresenta atividade tanto na micro quanto na nanoescala, no
entanto, sua atividade significativa € quando se apresenta como nanoparticulas, uma
vez que nesta escala ele pode interagir melhor com a superficie quando entra na
célula bacteriana, apresentando assim um mecanismo distinto de ag¢ao bactericida
(WEBSTER; SEIL, 2012). Além disso, uma caracteristica que torna as nanoparticulas
de ZnO ainda mais interessante é que elas nao apresentam toxicidade contra células
humanas, garantindo assim a biocompatibilidade, o que reforga ainda mais o seu uso
como agente antimicrobiano (COLON; WARD; WEBSTER, 2006).

Figura 3. Fases cristalograficas do ZnO.
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Fonte ALI; PHUL; ZIA, 2018.
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Os principais mecanismos propostos para a atividade bactericida das
nanoparticulas de ZnO sao: (i) geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), (ii) a
liberagdo de ions zinco (Zn?*) e (ii) inibicAo da energia do metabolismo
(SIRELKHATIM et al, 2015) (Figura 4).

Figura 4. a) Parametros essenciais das nanoparticulas de ZnO na atividade bactericida

e (b) diferentes mecanismos da atividade bactericida das nanoparticulas de ZnO.

(b)
Interagdo ( itonl Cépsula g
l:letrosta'ltica Membrana cd“luc — p}': rede celular Fof";scoga .
\’ N
ZnD NPs g
w Internaliracio das NPs de o
» &nl) na ctlula bacteriana o
4 y rompendo a parede cehlar
.y -
Tamanho de ~N Py ® W u
particula . fomic
€ concentragig ROS  specics 3
D gt
-~ A ROS Solubilidade do Zn2+ no
R.RO! meio que contém a bactéria

Fonte: Adaptado de Sirelkhatim et al, 2015.

A toxicidade das ROS para as bactérias é atribuida a sua alta reatividade e
propriedades oxidativas. Foi reportado que suspensdes aquosas de nanoparticulas
de ZnO produzem uma quantidade consideravel de ROS, além disso, outros estudos
mostram também que a nao-toxicidade das nanoparticulas de ZnO é devido a alta
producao de ROS que, de certa maneira, é considerado o principal mecanismo da
atividade bactericida dessas nanoparticulas (RAGHUPATHI; KOODALI; MANNA,
2011). Outro mecanismo muito proposto também é o da liberagdo de ions zinco (Zn?*),
que tem efeito significativo na inibicao do transporte ativo, bem como no metabolismo
de aminoacidos e na disrupg¢ao do sistema enzimatico (Song et al, 2010) (SEVINGC;
HANLEY, 2010). A liberagao das espécies Zn?>* mostrou-se dependente do tamanho
das nanoestruturas, neste sentido, a taxa de liberagdo e a toxicidade das
nanoparticulas de ZnO depende do tamanho e morfologias das nanoparticulas
(HEINLAAN et al., 2008) (WONG et al., 2009). Ja a inibicao da energia do metabolismo
€ considerada uma vez que as nhanoparticulas de ZnO levam a disfuncdo da
membrana pela sua ruptura, resultando em sua internalizagdo nas bactérias. Essa
internalizacao é dependente do tamanho da particula, propriedades superficiais,
defeitos e funcionalizacao, e leva a uma diminuicdo dos niveis de adenosina trifosfato
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e da energia da molécula, o que gera uma desestabilizacdo da membrana externa
(ASHE, 2011). Outras propriedades como sua seletividade, resisténcia ao calor e
durabilidade o faz eficiente contra bactérias como E. colie S. aureus. Quando reduzido
a nanoparticula a sua eficiéncia aumenta ainda mais podendo combater até bactérias
multirresistentes a drogas (SILVA et al., 2019). Para se obter a sua particula um
método de sintese é necessario. (ANTECKA et al., 2018)

3.6 Métodos de sintese dos 6xidos metalicos

Diversos métodos podem ser utilizados para a sintetizagcao dos 6xidos, dentre
eles temos: método sol-gel (ANTECKA et al., 2018); irradiagdo por micro-ondas;
hidrotermal; Pechini (MERSIAN et al., 2018); co-precipitagdo; mecanoquimico (LV et
al., 2020) e método de sintese de solugdes quimicas (SCS) (CRETU et al., 2016);. A
escolha de cada método varia com o resultado que se espera no 6xido formado, uma
vez que a sintese influéncia nas caracteristicas finais como a atividade bactericida por
exemplo (MERSIAN et al., 2018). Os métodos comumente mais utilizados em
trabalhos sdo o método sol-gel, co-precipitacao e o método mecanoquimico (LV et al.,
2020).Por se tratar de uma rota de sintetizacdo simples (MERSIAN et al., 2018) o

meétodo de Pechini foi o escolhido para este trabalho.

3.6.1 Método de Pechini

Segundo Pechini (1967) o método se consiste na formagédo de quelatos de
cations a partir da dissolugédo de sais metalicos huma solugdo aquosa contendo um
acido hidroxicarboxilico e varios sais metalicos podem ser utilizados nesse método
como: cloretos, nitratos, carbonatos, citratos e nessa dissolucdo mistura-se um alcool
poli-hidroxilado que sob aquecimento os componentes devem ser completamente
solubilizados obtendo entdo uma solucéao translucida. Essa solugdo deve passar por
um tratamento térmico posteriormente com temperaturas entre 120 a 250°C onde esse
tratamento sera responsavel pela esterificacdo entre o alcool e o acido
hidroxicarboxilico. Devido ao alcool e o acido serem polifuncionais ocorre a formacao

de uma resina polimérica onde os cations quelados estédo distribuidos ao longo da
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estrutura molecular da resina. Para se obter o 6xido metalico em p6 outro tratamento
térmico é necessario onde a temperatura do tratamento influencia diretamente as
propriedades fisicas do composto. A vantagem do método de Pechini € que ele
permite a distribuicdo dos cations por toda a estrutura do polimero, produzindo assim

um p6 com grande homogeneidade. (PECHINI, 1967)

Alguns trabalhos mostraram sucesso do método de Pechini como método de
sintetizagcao para 6xidos com atividade antimicrobiana, como no trabalho de Rodrigues
et al. (2013) onde foram testadas nanoparticulas a base de zircénia e prata com um
efeito antibacteriano positivo contra a Staphylococcus Aureus. Ja Morais, (2019)
produziu uma soluc¢ao de (Mg,Zn) 2Sn04 a partir do método de Pechini e testou contra
a bactéria E. coli tendo um bom resultado quanto a atividade antimicrobiana

apresentando algum tipo de inibicdo em todos os testes.

3.7 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli (E. coli) pertence a familia das Enterobacteriaceae
e é um dos comensais que mais comumente habita o trato gastrointestinal de
humanos e outros animais. Ela conta com caracteristicas peculiares como a facilidade
no manuseio, crescimento em condi¢des aerdbicas e anaerdbicas e a disponibilidade
de um completo sequenciamento genbmico que a torna um microrganismo
interessante para a biotecnologia sendo usada em diversas aplicagdes desde a area
médica até a industrial. (ALLOCATI et al., 2013)

Apesar de ser importante para a flora intestinal dos seres humanos a E. Coli
pode causar diversas doencas devido a presenca de varios patétipos na sua
composic¢ao, onde pelo menos seis deles podem causar doencgas entéricas como
diarreia e disenteria, mas também pode causar doengas que atingem outros lugares
além do trato intestinal como a infec¢cdo do trato urinario e meningite (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

A composicao celular da E. coli consiste em quatro elementos: o citoplasma,
o periplasma, a membrana interna e a membrana externa, onde essas membranas
tem diferentes componentes. Sendo a membrana interna composta por proteinas a-

helicoidais e fosfolipidios reunidos em uma bicamada. A membrana externa também
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€ composta por uma bicamada assimétrica de glicolipidios que contém as proteinas
B-barrel e fosfolipidios (ROWLETT et al., 2017).

Por se tratar de uma bactéria Gram negativa a E. coli conta com uma estrutura
macromolecular que tem a funcao de barreira de permeabilidade onde essa barreira
protege as células (ROWLETT et al., 2017). A sua parede celular se situa
externamente a membrana citoplasmatica e € composta por rede porosa que se
assemelha a uma malha de peptideoglicano além de uma molécula de oligopeptideo
e a funcdo dessa parede € dar forma, protecdo e rigidez a célula (GUMBART et al.,

2014). Sua estrutura pode ser vista de uma forma mais explicativa na Figura 5

Figura 5. Estrutura do envelope celular das bactérias Gram negativas.

Membrana plasmatica
Espago periplasméitico
Peptideoglicano

Membrana externa -
(lipopolissacarideo e
proteina)

Gram Negativa

Fonte: Adaptado de KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN (2017)

A membrana celular da E. coli apresenta uma carga superficial negativamente
carregada, enquanto que as nanoparticulas de CuO nao-funcionalizadas apresentam
uma carga positiva. Quanto a sua interacdo com NPs metalicas, especialmente as de
CuO a E. coli existe uma interagao eletrostatica da membrana celular com as NPs de
CuO nao-funcionalizadas que podem se ligar eletrostaticamente na superficie da
célula bacteriana e também as suas glicoproteinas e carboidratos presentes na
parede celular se ligam covalentemente com as NPs (HALBUS; HOROZOV;PAUNQV,

2019). Na Figura 6 podemos observar essa interagéo:
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Figura 6. Mecanismo de ligagdo das nanoparticulas de CuO na membrana celular da
E. coli. (A) Atragao eletrostatica para nanoparticulas de CuO nao-funcionalizadas e (B) ligagao

covalente para as nanoparticulas de CuO funcionalizadas com acido borénico.
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Fonte: Adaptado de Halbus; Horozov; Paunov (2019)



30

4 METODOLOGIA

Os experimentos executados foram divididos em duas partes: a sintese e a

avaliagao da atividade antimicrobiana.

4.1 Sintese do 6xido de cobre dopado com zinco

Na etapa de sintese, para se obter o 6xido de cobre dopado com zinco foi
utilizado o método de Pechini, o experimento nessa etapa foi entdo, realizado da
seguinte maneira: foram utilizados os reagentes etilenoglicol, acido citrico, nitrato de
cobre e nitrato de zinco, onde sdo medidos numa propor¢gao molar de 8:2:1 mol,
respectivamente, e o nitrato de zinco foi adicionado conforme a porcentagem desejada
para cada parametro que foi estudado (2,5%, 5% e 10%).

Para o preparo do éxido de cobre puro, inicialmente foi pesado 20g de
etilenoglicol, 15,47g de acido citrico e 9,93g de nitrato de cobre. Para a massa das
solucdes que contém as dopagens de zinco a massa de etilenoglicol e acido citrico
permaneceram a mesma que a anterior, entretanto para cada porcentagem a massa

do nitrato de cobre e nitrato de zinco mudou (Tabela 1).

Tabela 1. Massa utilizada dos reagentes que compde o 6xido de cobre e o 6xido de cobre
dopado com zinco

Etilenoglicol Nitrato de Cobre Acido citrico Nitrato de Zinco
CuO 20g 9,93¢g 15,479 -
Zn2,5% 209 9,689 15,479 0,312g
Zn 5% 209 9,43¢g 15,479 0,6249g
Zn 10% 209 8,939 15,479 1,248¢g

Fonte: Autoria propria (2022)

Para combinar esses reagentes eles foram completamente dissolvidos sob
agitacdo no agitador magnético em banho maria mantendo a temperatura de 60°C,
sendo colocados um a um na seguinte sequéncia: etilenoglicol-nitrato de cobre-acido
citrico e caso tenha a dopagem de zinco, o nitrato de zinco. Apds a formagao da resina
ela foi levada para a queima onde formou 6xido, a resina passou o periodo de 1hora

a 120°C e logo apés um periodo de 2 horas a 300/400°C. Apds a queima da resina foi
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realizada a sua moagem manual com o pistilo. Os 6xidos obtidos foram armazenados

em temperatura ambiente.

4.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A avaliagao da atividade antimicrobiana do éxido foi dividida em duas etapas:
triagem por difusdo em agar e concentragdo minima inibitéria.

Para a realizagao da atividade antimicrobiana foram empregadas as linhagens
de Escherichia coli CMIB 090 (CMRP3249) e CMIB 051 (CMRP3210), cedidas pela
Colecgao Microbioldgica de Interesse Biotecnoldgico da UTFPR campus Ponta Grossa
— PR, onde essas bactérias provenientes das Colegbes Microbioldgicas da Rede

Paranaense que tem sede em Curitiba — PR.

4.2.1 Triagem por difusdo em agar

O método foi adaptado de (ARAB, 2018) e (ANVISA, 2008), onde foram
testadas ambas as linhagens de E. coli frente as amostras de 6xido. Para tal, uma
suspensao da linhagem foi padronizada para o ponto 0,5 da escala McFarland
(aproximadamente 10:UFC/mL) por meio de uma solugao estéril salina 0,85%, em
seguida foi espalhada 100uL em placas contendo agar Brain Heart Infusion (BHI)

Apods o indculo secar, uma massa de 0,0154g de 6xido de cobre e os éxidos
de cobre dopados com zinco foram depositados nas placas que em seguida foram
incubadas a 37°C por 24h em aerobiose. A atividade antimicrobiana foi medida
avaliando a formacao do halo de inibi¢ao.

A partir dos resultados obtidos desta triagem, foi planejada a avaliagéo da
concentracdo minima inibitoria.

O método foi utilizado como uma triagem no experimento para analisar o
comportamento dos 6xidos com as cepas bacterianas, se haveria inibigdo ou néo e
qual apresentaria maior sensibilidade aos 6xidos para ser testado na etapa seguinte:

concentracdo minima inibitoria.
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4.2.2 Concentragao minima inibitoria

Para esse experimento a técnica de diluicdo em caldo foi empregada
conforme ANVISA (2008).

Para isso foi selecionada a linhagem E. coli CMIB 051 e preparados cinco
tubos representando as diferentes concentracbes do Oxido onde as faixas de
concentragdes utilizadas foram de: 1, 2, 4, 6 e 8 g/L onde as quantidades isoladas
podem ser observadas na Tabela 2 para todas as amostras. Cada tubo foi adicionado
de 2mL de caldo Mueller-Hinton (MH) e 2mL da suspenséo da linhagem selecionada
preparada conforme ponto 0,5 McFarland, e a massa do Oxido proporcional a

concentragcao proposta.

Tabela 2. Faixa de concentragdes e suas respectivas massas e volumes
Concentragdo g/L  volume (L) massa(g)

8 0,004 0,032
6 0,004 0,024
4 0,004 0,016
2 0,004 0,008
1 0,004 0,004

Fonte: Autoria propria (2022)

Uma solugao controle estéril contendo apenas o caldo MH e uma solugao
controle microbioldgico contendo apenas o caldo MH e a suspensao microbiana foram
preparados. As amostras e controles foram incubados a 165 rpm em uma estufa a
37°C/24h

Essa técnica foi realizada individualmente para cada 6xido (Cu 100%, Zn
2,5%, Zn 5% e Zn 10% a 300°C e 400°C).

Para estimar a populacdo microbiana de células totais foram realizadas
medi¢cdes de densidade éptica em espectrofotbmetro com comprimento de onda (A)
600 nm. Devido aos 6xidos em solugao apresentarem sua propria turvacao, o que
pode interferir nos resultados das analises, foi necessario o preparo de cinco solugdes
padrées com a mesma concentragcao das amostras que contém o microrganismo (1,
2,4,6 e 8), sendo essas solugdes padrao compostas de 4mL do caldo MH e a massa
de oxido respectiva a cada concentracao, esses padroes foram incubados em estufa

nas mesmas condi¢gdes das amostras com 0s microrganismos.
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Para obter a populacdo de células viaveis foi utilizada a metodologia de
plagueamento em profundidade utilizando agar MH a 37°C/48 horas em aerobiose

com o limite de deteccéo da técnica de 25 a 250 UFC/mL.

4.3 Analises de caracterizacao do 6xido de cobre dopado com zinco

Foram realizadas analises para caracterizagcéo do 6xido de cobre dopado com

zinco sendo ela a difragao de raios X e microscopia eletrénica.

O difratdmetro usado foi da marca PANalytical, modelo EMPYREAN (40 kV x
30 mA) com Cu Ka (Aka1 = 1,5406 A, Aka2 = 1,5444 A, lka1/lka2 = 0,5, em um
intervalo de 20 a 130 (28), com uma varredura continua em um passo de 0,026° (20)
(aproximadamente 65 segundos por passo) e usando uma fenda de divergéncia de
0,76 mm. Um padrao externo de Si foi usado para obtengdo das informagdes
instrumentais. O Software GSAS (General Structure Analysis System) (LARSON; VON
DREELE, 1994), com a interface EXPEGUI (TOBY, 2001) foi utilizado para o
refinamento pelo método de Rietveld. (1969) Utilizou-se a fungdo Thompson-Cox-
Hastings pseudo-Voigt (pV — TCH) (YOUNG; DESAI, 1989) para o ajuste dos perfis.
A correcao da assimetria de reflexao devido a divergéncia axial foi feita pelo modelo
descrito por Finger et al. (1994), a quantificacdo das fases cristalinas foi determinada
usando a metodologia descrita por Hill e Howard (1987) e para relacionar o efeito da
microdeformacao utilizou-se o0 modelo fenomenoldgico descrito por Stephens (1999).
As fichas cristalograficas usadas como base da ICSD (Inorganic Crystal Strcuture
Database) foram 53247 (Cu, Grupo espacial: Fm3m, cubico), 173982 (Cu20, Grupo
Espacial: Pn3m, cubico), 43180 (CuO, Grupo Espacial: C 12/c 1; monoclinica) e
94002 (ZnO, Grupo Espacial: P6;cm, hexagonal).

A analise morfologica foi por meio da técnica de microscopia eletrénica de
varredura, no qual utilizou-se do microscoépio eletrénico de varredura da Zeiss (Modelo
EVO-MA10), realizado no Laboratério de Microscopia Eletrdnica, da UNILA. Foram
obtidas imagens em diferentes faixas de magnificacdo e com a tensdo do feixe de
elétrons de 10 kV.
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5.1 Difragao de raios x

34

Apos a obtengao dos pds de oxido de cobre dopado com zinco, a primeira

anadlise realizada foi a difragdo de raios X (Figura 7). A Figura 7(a) apresenta os

difratogramas dos oxidos obtidos a 300 °C. Nesta temperatura de calcinagéo, observa-

se a formagao de 3 fases para a amostra pura (sem zinco), cobre metalico, 6xido de

cobre (l) (Cuz20) e 6xido de cobre (II) (CuO). Para as amostras com a presenga de

zinco, as mesmas fases foram observadas e nenhuma fase relacionada ao zinco foi

observada. Este fato deve, provavelmente, estar relacionado com a incorporagao do

zinco nas estruturas das outras fases, agindo desta maneira como dopante. Quando

a temperatura de calcinacédo foi de 400 °C (Figura 7(b)), apenas a fase CuO foi

observada para a amostra Cu 100%, ja para as outras amostras, com a presencga de

zinco, as fases CuO e ZnO foram observadas.

Figura 7. Difragao de raios X das amostras em p6 do 6xido de cobre dopado com zinco em
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Tabela 3. Porcentagem em massa (wt%) das fases presentes nas amostras

Porcentagem em massa (wt%)

Amostras Cu Cu20 CuO Zn0O
Cu 100% (300 °C) 44,2(1) 45,9(2) 9,8(2) -
Cu 100% (400 °C) - - 100,0 -
Zn 2,5% (300 °C) 0,866(5) 12,5(1) 86,56(3) -
Zn 2,5% (400 °C) - - 97,72(6) 2,2(1)
Zn 5,0% (300 °C) 7,7(1) 52,8(2) 39,9(3) -
Zn 5,0% (400 °C) - - 94.,4(1) 5,5(8)
Zn 10,0% (300 °C) 14,8(1) 42,2(2) 42,8(2) -
Zn 10,0% (400 °C) - - 90,11(2) 9,8(1)

Fonte: Autoria propria (2022)

Para um melhor entendimento dos difratogramas de raios X, o método de
refinamento por Rietveld (RIETVELD, 1969) foi utilizado. A Tabela 3 apresenta as
porcentagens em massa (wWt%) das fases presentes nas amostras obtidas através do
refinamento por Rietveld. Para as amostras calcinadas a 300 °C, observa-se que as
maiores porcentagens da amostra de Cu 100% foram as fases de cobre metalico
(44,2%) e Cu20 (45,9%), onde apenas 9,8% da fase CuO foi observada. Quando zinco
foi adicionado em diferentes propor¢cdes nas amostras, observou-se um aumento
significativo na porcentagem da fase CuO e uma diminui¢ao da fase de cobre metalico,
onde a porcentagem da fase Cu20 foi mantida praticamente em valores muito
préximos. A unica excegao foi a amostra Zn 2,5 %, onde a fase majoritaria encontrada
foi a CuO (86,56%), uma quantidade muito menor da fase Cu20 (12,5%) e menos do

que 1% da fase de cobre metélico (0,866%).

Ja para as amostras calcinadas a 400 °C, a fase maijoritaria encontrada foi a
CuO, sendo a unica fase na amostra Cu 100%. Nesta temperatura, as proporcdes de
zinco adicionadas nao entram como dopantes, como observado para as amostras
calcinadas a 300 °C, e sim como uma nova fase de ZnO. No entanto, de maneira
geral, pode-se afirmar que a presenga de pequenas quantidades zinco, como as
estudadas aqui, favorece a formagcao da fase CuO. Outra constatacdo também
importante que pode ser feita € que a temperatura também favoreceu a formagéo da
fase CuO.
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5.2 Microscopia eletrénica de varredura (mev)

Os pos obtidos através da metodologia de Pechini também foram
caracterizados pela microscopia eletrénica de varredura (MEV), e as imagens

representativas estdo mostradas na Figura 8.

Figura 8. Imagens representativas da microscopia eletronica de varredura dos éxidos obtidos.
(A) Cu 100% a 300 °C, (B) Cu 100% a 400 °C, (C) Zn 2,5% a 300 °C, (D) Zn 2,5% a 400 °C, (E) Zn
5,0% 9300:’0, Ft Zn 5,0% a 1(_)_0 °C, (G) Zn 10% a 300 °C e (H) Z

W R S

Fonte: Autoria propria (2022)

Para a amostra Cu 100% (300 °C), observou-se uma morfologia globular com
particulas bem distribuidas com didmetro na ordem de 500 nm (Figura 7(A)). O mesmo
pode ser observado para a amostra Zn 2,5% (300 °C), ou seja, nesta porcentagem, a
morfologia n&o foi alterada pela adigdo desta porcentagem de Zn. Ja para amostra Zn
5,0% (300 °C), ainda pode ser observado algumas particulas esparsas com as
mesmas caracteristicas observadas para as amostras Cu 100% (300 °C) e Zn 2,5%
(300 °C). Além disso, observa-se também o aparecimento de particulas globulares
com um didmetro muito menor ao ja observado, o que é evidenciado para a amostra

Zn 10% (300 °C), onde ja nao se observa as particulas com didmetros maiores. Neste
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sentido, de uma maneira geral, pode-se concluir que o diametro das particulas diminui
com o aumento da porcentagem de Zn na amostra.

Ja para as amostras com tratamento térmico a 400 °C, ndo se observou uma
mudanga clara quando a porcentagem de Zn foi aumentada, como ja mencionada
para as amostras a 300 °C. No entanto, quando as mesmas amostras sdo comparadas
em temperaturas diferentes de tratamento térmico, de uma maneira geral, foi

observado que o tamanho das particulas diminuiu.

5.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do composto foi testada inicialmente em duas
diferentes cepas da E. coli, a linhagem 090 e a linhagem 051, como podem ser

observados os resultados a seguir (Quadro 3).

Quadro 3. Didametro do halo de inibicdo para as diferentes cepas da E. coli e concentragdes do
o6xido de cobre dopado com zinco.

Média do Didametro do halo (cm)
Oxido Teg‘aﬁ;r:;:; EE E. coli 090 E. Coli 051
CuO 100% 300°C 12+034 253 0,80
CuO 2,5% Zn 300°C i 2.83 0,76
CuO 5% Zn 300°C i 3 £0
CuO 10% Zn 300°C i 2.83 0,29
CuO 100% 400°C 230,57 2.66 0,57
Cu0 2,5% Zn 400°C i 103 +0,11
CuO 5% Zn 400°C i 186 011
CuO 10% Zn 400°C i 1,06 0,47

Fonte: Autoria propria (2022)

Como resultado da etapa de triagem da avaliagdo da atividade antimicrobiana
nas cepas E. coli 090, foi observado que apenas os compostos de 6xido de cobre
100%, sem adi¢ao do zinco, apresentaram halo de inibi¢cdo, tanto para a temperatura
de 300°C quanto para 400°C. Ja para a cepa E. coli 051 foi observado que todos os
oxidos dopados com zinco e os Cu 100% apresentaram o halo de inibigdo. A partir
desses dados o foi formulado de acordo com a presencga ou auséncia do halo de
inibicdo, e caso presenga o seu diametro.
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Esta apresentada na Figura 9 a imagem de uma placa referentes aos

resultados do quadro acima:

Figura 9. Placa contendo o agente bactericida e seus respectivos apresentaram halo de
inibicdo, a area do halo é representada pelo circulo vermelho.

Fonte: Autoria propria (2022)

Quanto ao comportamento das cepas e a sensibilidade em relagao ao 6xido,
vemos que a linhagem 051 teve uma melhor interacdo quanto sensibilidade, ja que
apresentou o halo de inibicdo para todas as dopagens do 6xido, sendo ela entdo a

linhagem escolhida para ser utilizada na etapa de concentragdo minima inibitéria.

Na pesquisa de Mersian et al (2018) também foi empregado o éxido de cobre,
entretanto o 6xido foi dopado com zirconio. O dxido que foi obtido pela mesma via que
o desse projeto, o método de pechini, foi testado na bactéria E. Coli onde obteve um
halo de inibicdo de 10mm e o zirconio nao teve influéncia significativa no aumento ou

diminuicdo da zona de inibicdo, se mantendo em geral na mesma medida de 10mm.

Considerando os resultados que ja foram apresentados numa comparativa
vemos que para a linhagem 090 da E. Coli, os compostos que tinham a dopagem de
zinco na sua composicdo nao inibiram o crescimento de microrganismos,
independente do tratamento térmico aplicado. Considerando que as amostras onde o
CuO 100% foi utilizado se obteve inibicdo, podemos considerar a possibilidade de que
a efetividade antimicrobiana do CuO 100% diminui a medida que o zinco foi

adicionado.

Muitas hipoteses podem ser levantadas, primeiramente € importante saber

como o 6xido age na E. coli para causar a morte celular. Mersian et al (2018) afirma
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que a morte celular na E. coli acontece por diferentes vias, uma delas as
nanoparticulas do composto metalico se dissolvem liberando cations na superficie da
célula bacteriana performando um stress oxidativo que o faz penetrar na membrana
perturbando o padrdo enzimatico das células. Outra maneira € dissolugdo de
nanoparticulas metalicas, onde essas particulas sdo absorvidas pela membrana da
bactéria e manipulam as atividades enzimaticas através da interacdo direta com

grupos funcionais como as proteinas, grupos carboxila e acidos nucleicos.

Como o 6xido ataca as membranas da célula da bactéria para que ocorra a
morte celular existe a possibilidade que a composi¢do da membrana da linhagem 090
da E. coli seja uma causa, ja que ela tem uma grande carga negativa na sua
membrana e isso dificulta a penetragdo dos ions de radicais livres que fazem parte do

oxido podendo causar os danos e morte celular (ARAB, 2018).

Apesar do mecanismo de interagdo das NPs com as células bacterianas ser
relativamente incerto, existem trabalhos que demonstram o contrario do que
aconteceu com a linhagem 090. Nesse caso a dopagem de zinco na verdade
aumentou a atividade antimicrobiana do composto quando comparada ao CuO puro e
isso se deve a producao de ROS (espécies de oxigénio reativo) que acontecem devido
a introdugédo do Zn no sistema (IQBAIL et al, 2015).

Considerando os diferentes mecanismos que podem causar a destruicao
microbiana e que sua interacado pode ser incerta, o fato da linhagem 051 ser inibida
em todas as concentragdes pode se considerar que se deve a alguns desses fatores,
além disso a composi¢cao da sua membrana e parede celular podem afetar nessa
atividade também, ja que apesar de ser 0 mesmo microrganismo estudado, sua
linhagem é diferente. Embora ndo se possa afirmar exatamente qual a sua
composic¢ao celular ou suas diferengas para a linhagem 090, € uma possibilidade a

ser considerada.

5.3.1 Concentragdo minima inibitéria

Para determinar a concentracdo minima inibitéria cinco concentragbes
diferentes contendo o 6xido foram inoculadas e apds o periodo de inoculagao foi

possivel observar a turbidez oriunda do crescimento celular.
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A analise da viabilidade celular da linhagem de E. coli CIMB051, apés o
periodo de 24 horas em contato os Oxidos nas concentragbes avaliadas, esta
apresentada na Tabela 4 e Tabela 5 para os tratamentos de 300 e 400°C,

respectivamente.

Tabela 4. Resultados obtidos a partir do método de contagem das células totais para os 6xidos
com tratamento térmico a 300°C

Concentragéo (g/L) Zn 2,5% Zn 5% Zn 10% Cu 100%
Controle M.O 8,32 10,06 8,03 9,67
1 8,06 9,59 8,03 8,18
2 7,01 Indeterminado 7,16 8,18
4 7,52 6,48 6,86 6,81
6 Auséncia 6,45 6,88 6,41
8 Auséncia 5,85 6,45 Auséncia

(*) Resultados expressos em log/UFC
Fonte: Autoria propria (2022)

Tabela 5. Resultados obtidos a partir do método de contagem das células totais para os
6xidos com tratamento térmico a 400°C

Concentracéo (g/L) Zn 2,5% Zn 5% Zn 10% Cu 100%
Controle M.O 7,71 10,25 8,15 8,13
1 7,07 7,94 9,08 9,95
2 6,60 6,64 Auséncia 8,11
4 7,21 7,12 Auséncia 6,57
6 Indeterminado 6,51 Auséncia Auséncia
8 6,43 6,64 Auséncia Auséncia

(*) Resultados expressos em log/UFC
Fonte: Autoria propria (2022)

Antes de se discutir os resultados obtidos é necessario abordar dois
conceitos: bactericida e bacteriostatico. Para um composto ser considerado
bactericida ele deve destruir 99,9% das bactérias, matando o microrganismo por
completo. Ja para ser considerado bacteriostatico o composto deve inibir o
crescimento bacteriano mantendo as bactérias na sua fase estacionaria, mas nao as
destruindo por completo, podendo chegar até 99% de destruicdo. Compostos
antimicrobianos podem ser ambos bactericidas e bacteriostaticos ao mesmo tempo e

sua atividade pode ser influenciada pela densidade bacteriana, condicbes do
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crescimento e duragao do teste (PANKEY; SABATH, 2004). Na figura 10 um exemplo

pratico pode ser observado:

Figura 10. Representacao grafica da diferenga entre bactericida e bacteriostatico
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Bactericida
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Fonte: TNS nano, 2022.

Considerando esses conceitos e analisando as tabelas vemos que os
compostos tém ambas as atividades, bactericida e bacteriostatica, uma vez que
vemos que em determinadas concentragdes houve auséncia de crescimento de
acordo com o limite de deteccao da técnica, mas também em outras concentragdes
houve apenas a diminuigcdo da populacdo microbiana.

Isso significa que as concentragdes 6g/L e 8g/L do Zn 2,5% a 300°C e a
concentragao 8g/L do Cu 100% a 300°C apresentaram atividade bactericida. Para as
demais dopagens se observa uma atividade bacteriostatica ja que ha uma redugao de
41,84% da populagao para o Zn 5% e 19,67% para o Zn 10% ambos a 300°C.

Ja para os 6xidos com tratamento térmico a 400°C, com o Zn 10% a atividade
bactericida foi a partir da concentracao de 2g/L, apresentando também para as
concentracdes 4g/L, 6g/L e 8g/L. Para o CuO 100% se observa atividade bactericida
a partir da concentragédo 6g/L, apresentando também para a 8g/L. Para as demais
dopagens tivemos uma atividade bacteriostatica com uma redugao de populacido de
36,48% para o0 Zn 5% e 16,6% para o Zn 2,5%.

E importante ressaltar que os campos que apresentam como ‘indeterminado’
sendo eles: concentragao 2g/L Zn 5% a 300°C e concentragéo 6g/L Zn 2,5% a 400°C,

foram amostras que apresentaram um erro, assim como as amostras que n&o
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seguiram a redugdo de populagdo como esperado. O erro pode ter sido de
homogeneizagdo das amostras, uma vez que essa etapa € imprescindivel para o
sucesso da técnica, e mesmo os ensaios tendo sido repetidos para possivel corregao
os resultados seguiram os mesmos.

Quanto a concentragdo minima inibitoria, que determina a menor quantidade
de um agente bactericida necessaria para inibir o crescimento microbiano (De Freitas
et al, 2009) para as amostras com tratamento térmico a 300°C temos: concentragao
6g/L para Zn 2,5% e concentragao 8g/L para o CuO 100%. Ja para as amostras com
tratamento térmico a 400°C temos: concentragéo 2 g/L para o Zn 10% e 6 g/L para o
CuO 100%, os resultados da concentracdo minima inibitéria podem ser observados

na Tabela 6:

Tabela 6. Concentragdo minima inibitéria para os 6xidos com tratamento térmico a 300 e 400°C
Oxido  Temperatura de calcinagdo Concentragio (g/L)

Zn 2,5% 300°C 6
Cu 100% 300°C 8
Zn 10% 400°C 2
Cu 100% 400°C 6

Fonte: Autoria propria (2022)

Analisando esses resultados vemos que a presenga do Zn a 10% tornou o
oxido mais eficiente quando comparado ao controle de Cu no tratamento a 400°C.
Para as demais concentragdes de Zn é dificil afirmar se houve maior eficiéncia quando
comparado ao controle, devido a variabilidade dos resultados e a temperatura de
400°C apresenta um efeito maior sobre a inibicdo, quando comparada aos
tratamentos a 300°C.

No trabalho realizado por Arab (2018) onde NPs de ZnO e CuO foram testadas
separadamente para a E. coli a atividade bacteriostatica chegou ao maximo de 90%
e nenhuma das concentragdes atingiu atividade bactericida. Apesar de nao ter tido
atividade bactericida sua atividade bacteriostatica se apresentou superior quando
comparadas a desse trabalho, tendo uma grande redug¢ao da populagcdo microbiana,
entretanto o método e o tratamento empregado nas NPs foi diferente. E importante
afirmar que as concentragdes utilizadas eram menores quando comparado com as
utilizadas nesse trabalho, e a autora afirma que se a concentracéo fosse aumentada
poderia apresentar atividade bactericida.
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Entdo fazendo uma breve analise e comparagdao vemos que o método de
sintese das NPs da autora pode ter contribuido para a atividade bacteriostatica, mas
as concentragdes empregadas nao foram suficientes para a atividade bactericida em
contrapartida nesse trabalho tivemos diversas concentragbes bactericidas, mas a
atividade bacteriostatica foi menor. O que pode se concluir que a concentragao
influencia diretamente a atividade bactericida além de também seu método de sintese

e tratamento.
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6 CONCLUSAO

Considerando os resultados apresentados na secgao anterior, as referéncias

de literatura utilizadas e os objetivos gerais e especificos propostos, pode se concluir

que:

A diferenga entre as linhagens influencia na interacdo com os 6xidos e
na sua atividade antimicrobiana

A E. coli 051 foi a linhagem que obteve melhor resultado e interacao
com os Oxidos quanto a sua atividade antimicrobiana;

Os oxidos apresentaram tanto atividade bacteriostatica quanto
bactericida;

Parametros como temperatura e dopagem do zinco influenciam na sua
atividade antimicrobiana;

A temperatura de calcinagcdo de 400°C obteve-se o melhor resultado
quanto a atividade antimicrobiana;

O CuO dopado de Zn a 10% com tratamento a 400°C foi o mais
eficiente, ja que apresentou atividade bactericida para quatro
concentracbes diferentes demonstrando que para esse Oxido e o
tratamento térmico houve uma correlacdo entre a concentracao e a
inibicdo do crescimento bacteriano;

Foi possivel obter um 6xido dopado com diferentes concentragdes de
zinco a partir do método de Pechini que apresenta atividade

bactericida.
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